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지질체학 (lipidomics)은 광범위한 구조적 다양성을 지니는 생체 내 
지질들을 정성 및 정량적으로 분석하여 이들이 생체에서 맡고 있는 
역할들에 대한 폭넓은 이해를 목적으로 하는 학문이다. 과거에는 다양한 
구조의 지질들로 이루어진 지질체의 상세한 분석이 어려웠지만 최근 
분석기기의 급격한 발전에 힘입어 복잡한 지질체의 빠르고 정확한 
분석이 가능해짐에 따라 지질체학을 응용한 연구가 급증해왔고, 이를 
통해 지금껏 밝혀지지 않았던 당뇨, 비만, 고혈압, 각종 암과 같은 
굉장히 다양한 질환들의 병태생리와 지질변화 간의 구체적 연관성이 
새롭게 규명되어왔다. 하지만 아직까지도 호흡기 계통 질환의 
발병장소인 기관지계 지질체의 직접적 분석법은 확립되어있지 않다.  
따라서 본 학위논문은 기관지계 지질 형질과 호흡기계 질환간의 
연관성을 탐구하기 위한 지질체학 분석법 개발의 일환으로 표준품 기반 
라이브러리, 고성능 지질 구조 규명 소프트웨어, 고성능 
액체크로마토그라피-이온분무 사중극자 비행시간 질량분석기 (HPLC-
ESI-QTOF-MS)를 종합적으로 사용하여 기관지 폐포세척액 
(bronchoalveolar lavage fluid, BALF) 지질 프로파일링법을 
개발하였다. 이 분석법은 스테로이드 치료 전 천식환자들, 흡입형 
코르티코스테로이드 치료를 받은 천식환자들, 건강한 개체들로 구성된 
천식 실험 모델의 BALF 지질분석에 적용되었고 그 결과 
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리소포스파티딜콜린 (lysophosphatidylcholine, LPC), 포스파티딜콜린 
(phosphatidylcholine, PC), 포스파티딜글리세롤 
(phosphatidylglycerol, PG), 포스파티딜세린 (phosphatidylserine, 
PS), 스핑고미엘린 (sphingomyelin, SM), 트리글리세리드 
(triglyceride, TG)의 6 가지 지질 클래스에 각각 속하는 69 종의 
지질들을 규명 하였다. 실험결과, 각 클레스 별 다양한 지질들이 천식 
군에서 비정상적으로 증가되어 있는 반면 흡입형 코르티코스테로이드 
치료를 받은 천식환자군의 지질은 정상과 유사하였다. 게다가 천식 
환자에 특이적으로 증가되어 있는 BALF 지질들은 천식군을 구분하기 
위한 지표 물질로 개발될 가능성이 있었으며 이들 중 일부가 천식의 
병태생리에 중요한 역할을 한다고 알려진 호산구와 유의적 상관관계에 
있었다. 종합해 볼 때 기관지 지질들의 변화는 천식의 병리와 연관되어 
있으며 본 연구를 통해 개발된 BALF 지질체 분석법은 다양한 호흡기계 
질환에서 기관지 지질들의 변화를 연구하기 위해 유용하게 사용될 수 
있을 것이라 사료된다.   
 
주요어: 리소포스파티딜콜린 (lysophosphatidylcholine), 
포스파티딜콜린 (phosphatidylcholine), 포스파티딜글리세롤 
(phosphatidylglycerol), 포스파티딜세린 (phosphatidylserine), 
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스핑고미엘린 (sphingomyelin), 트리글리세리드 (triglyceride), 기관지 
폐포세척액 (bronchoalveolar lavage fluid), 천식 (asthma) 
 




목    차 
국문초록……………………………………………………………………………i 
목차………………………………………………………………………………iv 
List of Figures………………………………………………………………vii 
List of Tables…………………………………………………………………ix 
List of Abbreviations…………………………………………………x 
1. 서론……………………………………………………………………1 
1. 1. 지질과 지질체학 (Lipid and Lipidomics)…………………1 
1. 2. 천식모델에서 수행된 lipid 관련 연구들……………………2 
1. 3. 천식연구에서 BALF lipid profiling 의 의의………………3 
2 .  재료  및  방법………………………………………………………5 
2. 1.  천식모델  설정…………………………………………………5 
2. 2.  BALF 수집……………………………………………………6 
2. 3. 시약………………………………………………………………7 
2. 4.  시료  조제………………………………………………………7 
2. 5. HPLC-ESI-QTOF-MS 조건………………………………8 
2. 6. LC-MS 데이터 처리……………………………………………10 
2. 7. 통계분석………………………………………………………11 
   2. 7. 1. Univariate 와 multivariate 분석……………………11 
v 
 
2. 7. 2. ROC 곡선 시험…………………………………………12 
2. 7. 3. Spearman’s rank correlation test…………………13 
2. 8. Lipid 구조 규명………………………………………………13 
2. 9. Lipid 구조 표기………………………………………………14 
3. 결과 및 고찰………………………………………………………………16 
3. 1. Lipid 구조 규명………………………………………………16 
3. 1. 1. Internal spectral library………………………………16 
3. 1. 2. Online database 기반 high throughput 지질 구조  
규명………………………………………………………………………33 
3. 2. Individual quantity scale 을 이용한 천식 모델 실험 군 간 lipid 
species 의 차이 발굴………………………………………………………34 
3. 3. 천식환자의 비정상적 BALF lipid profile 과 이에 대한 inhaled 
corticosteroid 치료의 회복 효과………………………………………38 
3. 4. 천식환자의 비정상적 BALF lipid profile 의 biomarker 개발 
가능성 확인………………………………………………………………41 
3. 4. 1. PLS-DA………………………………………………41 
3. 4. 2. ROC 곡선 시험……………………………………………42 
3. 5. BALF inflammatory cell 과 BALF lipid biomarker 









List of Figures 
Figure 1. Lipid identification procedure 
Figure 2. Internal spectral library spectra of LPC (17:0) 
Figure 3. Internal spectral library spectra of PC (17:0/17:0) 
Figure 4. Internal spectral library spectra of PG (17:0/17:0) 
Figure 5. Internal spectral library spectra of PS (17:0/17:0) 
Figure 6. Internal spectral library spectra of SM (d18:1/24:1) 
Figure 7. Internal spectral library spectra of TG 
(17:0/17:0/17:0) 
Figure 8. MS/MS spectrum of LPC (18:2) in BALF 
Figure 9. MS/MS spectrum of PC (16:0/16:0) in BALF 
Figure 10. MS/MS spectrum of PG (16:0-18:2) in BALF 
Figure 11. MS/MS spectrum of PS (18:0-18:1) in BALF 
Figure 12. MS/MS spectrum of SM (d18:1/24:1) in BALF 
Figure 13. MS/MS spectrum of TG (48:0) in BALF 
Figure 14. Lipid species compositions belonged to 




Figure 15. Pattern of significantly different lipids among the 
NSBA, SBA and NC groups 
Figure 16. Score plot of PLS-DA for comparison of the NSBA 
and NC groups 
Figure 17. Receiver operating characteristic (ROC) curve and 
BALF lipid biomarker candidates for the discrimination of the 
NSBA and NC groups 
Figure 18. Spearman ’ s correlation test between lipid 




List of Tables 
Table 1. A List of the authentic lipid standards and related 
adduct ion forms. 
Table 2. The number of significant difference among the NC, 
NSBA and SBA groups 
Table 3. PLS-DA results of the cross validation and 
permutation tests among the NSBA, SBA and NC groups 
Table 4. VIP scores of lipid species from PLS-DA results for 





List of Abbreviations 
A 
 AA arachidonic acid 
APCI-MS atmospheric pressure chemical ionization 
mass spectrometry 
AUROC area under the receiver operating 
characteristic curve 
B 
 BAL bronchoalveolar lavage 
BALF bronchoalveolar lavage fluid 
C 
 CI confidence interval 
COPD chronic obstructive pulmonary disease 
E 
 EI-MS eleoctron impact mass spectrometry 
ESI-HRMS electrospray ionization-high-resolution 
mass spectrometry 
ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry 
F 
 FDR  false discovery rate 
G 
 GINA global initiative for asthma  
H 
 HPLC high performance liquid chromatography 
HPLC-ESI-
QTOF-MS 
high performance liquid chromatography-
electrospray ionization- 
quadrupole time-of-flight mass 
spectrometry 




 IS internal standard 
L 
 LPC lysophosphatidylcholine 
M 
 MALDI-MS matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry 
MCCV Monte Carlo cross validation 
P 
 PC phosphatidylcholine 
PG phosphatidylglycerol 
PLA2 phospholipase A2 
PLS-DA Partial Least Square Discriminant 
Analysis 
post-BD FEV1 post-bronchodilator forced expiratory 
volume in one second 
R 
 ROC  receiver operating characteristic  
RT retention time 
S 




 TG triglyceride 
V 





1. 서    론 
 
1. 1. 지질과 지질체학 (Lipid and Lipidomics) 
 
지질 (lipid)은 생체 내에서 이중막 (bilayer)의 형태로 세포막 (cell 
membrane)을 구성하고 에너지 저장소 역할을 함과 동시에 생체 신호 
전달 물질 (signaling molecule)로 작용한다  (1, 2). 생체 내 lipid 의 
집합체인 지질체 (lipidome)는 크게 리소인지질 (lysophospholipid)들, 
글리세로인지질 (glycerophospholipid)들, 스핑고지질 (sphingolipid)들, 
중성 지질 (neutral lipid)들처럼 특정한 backbone 구조에 의하여 수십 
여 지질 클래스 (lipid class)로 분류되며, 각각의 class 별로 지방산 
잔기 (fatty acid moiety, FA)들의 조합을 따라 수백 여 지질종 (lipid 
species)들이 존재할 가능성이 있다 (1, 3). 이렇게 굉장히 다양한 lipid 
species 가 존재한다고 여겨짐에도 불구하고 아직까지 lipid 의 다양성이 
생체 시스템에서 하는 역할들이 상세히 알려져 있지 않으며 따라서 이를 
이해하기 위한 많은 연구가 필요한 실정이다.  
지질체학 (lipidomics)은 생체 내에 존재하는 다양한 지질들의 역할을 
종합적으로 이해하기 위한 연구들을 총칭하며 (3) 지질체학 기술 
(lipidomics technology) 이라 함은 다양한 lipid species 를 포괄적으로 
정성 및 정량할 수 있는 기법들을 의미한다. 현존하는 lipidomics 
technology 들은 주로 전자충격 질량분석기 (electron impact mass 
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spectrometry, EI-MS), 화학적 이온화 대기압 질량 분석기 
(atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry, 
APCI-MS), 메트릭스지원 레이저 탈착이온화 질량 분석기 (matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometry, MALDI-
MS), 전자 분무 이온화 질량 분석기 (electrospray ionization mass 
spectrometry, ESI-MS)와 같은 질량 분석 기술들을 기반으로 발전 
되었다 (3, 4). 특히 고성능 액체 크로마토그라피 (high performance 
liquid chromatography, HPLC)와 결합된 전자 분무 고 분해능 
질량분석기 (electrospray ionization-high-resolution mass 
spectrometry, ESI-HRMS) (HPLC-ESI-HRMS)는 한 번의 분석을 
통해 시료에 포함된 다양한 lipid species 의 정량 및 정성적 데이터를 
효과적으로 획득해왔다 (5-8).  
 
1. 2. 천식모델에서 수행된 lipid관련 연구들 
 
천식은 매우 흔한 만성 호흡기 질환이며 기관지 염증반응, 과민반응, 
기관지 붕괴 및 리모델링과 같은 특징이 있다 (9, 10). 최근까지 진행된 
연구들을 통해 주로 phosphatidylcholine (PC), 
lysophosphatidylcholine (LPC), 아라키돈산 (arachidonic acid, AA)과 
같은 제한적인 특정 지질들 만이 폐포상피세포 (alveolar epithelial 
cell), 혈청 (serum), 담 (sputum), 그리고 기관지 폐포세척액 
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(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)과 같은 생체 시료들에서 
분석되어 이들이 천식에 미치는 영향들이 밝혀졌다. LPC 와 AA 는 
포스포리파아제 A2 (phospholipase A2, PLA2)에 의한 PC 의 
가수분해로 생성된다 (11). LPC 는 천식환자의 폐 계면활성제 
(pulmonary surfactant)형질, 폐 저항성, 폐 모세혈관 투과도를 
변환시키는 역할을 한다고 밝혀졌으며 (12-14), AA 는 염증유발세포 
(pro-inflammatory cells)로부터 대사되어 강한 혈관반응 및 기관지 
반응을 일으키는 eicosanoid 류의 지질들을 생산함으로 천식의 진행에 
관여한다고 보고되었다 (11, 14). 하지만 아직까지 천식 환자의 기관지 
내 lipidome 이 정상인과 어떠한 차이를 보이는지, 그리고 lipidome 의 
변화가 천식의 병태생리 (pathophysiology)에 어떠한 영향을 미치는 
지에 대하여 명확히 밝혀진 바가 없다.  
 
1. 3. 천식연구에서 BALF lipid profiling의 의의 
 
기관지 폐포세척 (bronchoalveolar lavage, BAL)을 통한 BALF 의 
수집은 하기도 액 (fluid lining the lower respiratory tract)시료를 
수집하기 위한 가장 신뢰도 높은 방법이며 따라서 BALF 는 천식의 
생리학적 특성을 규명하기에 매우 적합한 시료이다 (15, 16). 기관지 
폐포세포 (bronchoalveolar cell)는 천식의 발병과 직접적으로 연관되어 
있고, lipid 는 type II 폐포세포 (alveolar type II cell)로부터 생성되는 
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계면활성물질 (pulmonary surfactant)의 구성 요소이다 (15, 17). 
Pulmonary surfactant 는 소기관지 (small airway)의 개방성 
(patency)을 가능하게 하기 때문에 (17) BALF 의 lipid profiling 을 
통해 기관지 lipidome 의 변화를 규명하는 것은 천식의 병태생리를 
이해하는 데 중요한 역할을 할 것이라 예상되지만 아직까지 천식 
환자들의 BALF 에 존재하는 pulmonary surfactant 의 다양한 lipid 
species 를 효과적으로 profiling 할 수 있는 lipidomics technology 가 
개발된 적이 없다. 따라서 본 연구를 통해 HPLC-ESI-HRMS 의 
일종인 HPLC 와 이온분무-사중극자-비행시간 질량분석기 
(electrospray ionization-quadrupole time-of-flight mass 
spectrometry) (HPLC-ESI-QTOF-MS)를 기반으로 하는 효과적인 
BALF lipid profiling 법을 개발하고자 하였으며 또한 확립된 분석법을 
통해 천식환자 38 명과 정상군 13 명으로부터 획득한 총 51 명 분의 
BALF lipid profiling 을 분석하여 천식환자와 정상군 간의 호흡기 
lipidome 의 차이와 천식환자들 간 흡입형 코르티코스테로이드 (inhaled 
corticosteroid) 치료 유무에 따른 호흡기 lipidome 의 차이를 





2. 재료 및 방법 
 
2. 1. 천식모델 설정 
 
천식모델의 설정, 천식환자의 진단 및 실험군 모집, 각각의 개체 특성 
확립, BALF 의 수집은 모두 순천향대학교 부천병원에서 
(Soonchunhyang University Bucheon Hospital, Republic of Korea) 
수행되었다. 이 연구에 포함된 실험군은 38 명의 천식환자와 13 명의 
건강한 사람들로 구성 되었다. 본 연구에서는 Global Initiative for 
Asthma (GINA) 가이드라인 (18) 을 기반으로 가볍거나 보통의 상태 
(mild to moderate)에 해당하는 천식환자들을 구성하였다. Mild to 
moderate 천식은 1 초 동안 내쉴 수 있는 최대의 공기량 (post-
bronchodilator forced expiratory volume in one second, post-BD 
FEV1)이 예측값에 비하여 75% 이하이며 밤 동안 천식 징후가 2 회 
이상 발생하여 활동에 재한이 있는 경우로 설정 되었다 (18). 또한 
천식환자들은 두 그룹으로 구성되었다. 첫 번째 그룹은 inhaled 혹은 
systemic corticosteroid 를 시료 채취 전 4 주 동안 받지 않은 
개체들로 구성되었으며 (NSBA, 18 명) 두 번째 그룹은 inhaled 
corticosteroid 를 지속적으로 3 달 이상 사용한 개체들로 구성되었다 
(SBA, 20 명).  
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모든 천식 환자들은 안정된 상태로 유지되었으며 통제집단 (control 
group)은 천식 그룹들과 유사한 나이대의 지원자들로 구성 되었다 (NC, 
13 명). 각 개체들은 모두 규격화된 전혈구 (complete blood 
count)검사, 총 IgE (total IgE)검사, 흉부 방사선 검사 (chest 
posteroanterior radiograph), 알러지 진단 검사 (allergy skin-prick 
test), 폐활량 검사 (spirometry)들을 받았다 (19). 또한 4 주에 걸친 
검사기간 동안 호흡기계 감염이 있었던 경우, 1 년에 10 갑 이상의 
흡연력이 있었던 경우, 만성 패쇠성 폐질환 (chronic obstructive 
pulmonary disease, COPD)이 있었던 경우, screen 동안 post-BD 
FEV1 가 예측값에 비하여 75% 이하로 떨어진 경우는 실험군에서 배제 
되었다. 이 연구는 병원윤리위원회 (hospital ethics committee)의 
승인을 받았으며 모든 환자들로부터 서면 동의서를 제공 받았다 
(SCHBC_biobank_2012-003).    
 
2. 2. BALF 수집 
 
각 개체들의 BAL (Bronchoalveolar lavage)는 굴곡형기관지경 
(fiberoptic bronchoscopy) (Olympus B2-10; Olympus, Tokyo, 
Japan)을 사용하여 순천향대학교 부천병원에서 수행되었다. 보다 
상세한 BAL 과정은 이전 연구에 잘 설명되어 있다 (20). 채취한 
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BALF 는 무세포 상태로 소분되어 -80 °C 에 저장되었다. 모든 
개체들의 BAL 과정에서 합병증은 발견되지 않았다. 
 
2. 3. 시약 
 
지질 표준품들은 모두 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA)에서 
구입하였다. HPLC 등급의 아세토니트릴 (acetonitrile), 
이소프로필알코올 (2-propanol), 클로로폼 (chloroform), 메탄올 
(methanol), 물 (water)은 모두 JT Baker (Philipsburg, NJ, USA) 
에서 구입하였다. LC-MS 등급의 포름산 (formic acid), 
아세트산암모늄 (ammonium acetate)은 모두 Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 
 
2. 4. 시료 조제  
 
BALF 에 존재하지 않는 C17:0 지방산 잔기 (fatty acid moiety, 
FA)로 구성된 지질들을 이용하여 (21) 내부 표준물질 (internal 
standard, IS)용 혼합물을 준비하였다. chloroform/methanol (2:1, 
v/v)혼합액에 LPC (17:0/0:0), PC (17:0/17:0), PS (17:0/17:0), PG 
(17:0/17:0)를 20 μg/mL 의 농도로, TG (17:0/17:0/17:0) 를 10 
μg/mL 농도로 녹였다. 준비한 IS 혼합액 20 μL 를 400 μL 의 
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BALF 에 넣고 vortexing 한 후 600 μL 의 chloroform/methanol 
(2:1, v/v) 혼합액을 추가로 넣고 다시 vortexing 하여 이를 상온에서 
20 분 동안 방치한 뒤 16,000 g 에서 10 분동안 원심분리 하였다. 
원심분리를 통해 나뉜 두 층 중 하층액을 HPLC 용 바이알에 옮긴 후  
HPLC-ESI-QTOFMS 를 이용하여 분석하였다. 
 
2. 5. HPLC-ESI-QTOF-MS 조건 
 
시료 조제 과정을 통해 준비된 모든 지질 추출물 시료들을 무작위 
순으로 1260 HPLC system (Agilent, CA, USA)에 주입하였다. 
HPLC 분석 조건은 다양한 lipid species 의 효과적 분리능이 확립된 
이전 연구를 참조하여 (22) 다음과 같이 설정하였다. 고정상으로는 
역상컬럼 (Brownlee SPP C18, 2.7 μm, 2.1 mm × 75 mm 
PerkinElmer, Branchburg, NJ, USA)을 사용하였으며 컬럼 오븐의 
온도는 50°C 로 설정하였다. 시료 분리 시 용매 기울기 조건 (solvent 
gradient condition)을 적용하기 위하여 2 가지 종류의 용매 (A, B)를 
사용 하였다. 용매 A 는 1% 1 M ammonium acetate 와 0.1% formic 
acid 의 water, 용매 B 는 1% 1 M ammonium acetate 와 0.1% formic 
acid 의 acetonitrile 과 2-propanol (1:1, v/v)혼합물로 구성하였고 
이들을 이용한 gradient condition 을 다음과 같이 설정 하였다. 0.4 
mL/min 의 유속으로 65%의 용매 A 비율을 8 분 동안 20%로 
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감소시켰고, 이를 다시 14 분 동안 0%로 감소시킨 후 14 분 동안 유지 
시켰다.  
HPLC 를 통해 분리된 lipid species 는 Agilent Jet Stream 
Technology 의 ESI 소스가 장착된 Agilent 6530 QTOF-MS (Agilent, 
CA, USA)를 이용하여 검출 되었다. QTOF-MS 는 ESI-positive 
모드에서 작동되었으며 액체질소로부터 기화된 질소 가스가 이온화를 
위해 사용되었다. 이온 소스 파라미터는 다음과 같았다. 가스 온도는 
350°C, 피복(sheath) 가스 온도는 400°C, 가스 유속은 11 L/min, 
sheath 가스 유속은 12 L/min, 분무기 (nebulizer) 압력은 20 psi 였다. 
스캔 소스 파라미터는 다음과 같았다. 모세관 전압 (capillary voltage) 
은 4000 V, 분사구 전압 (nozzle voltage) 은 0 V, 단편화 전압 
(fragmentor voltage)은 170 V, 스키머 전압 (skimmer voltage) 은 
60 V 였다. 분석 과정 시 동시 주입되는 표준 용액 (reference 
solution) 으로부터 얻어진 purine (m/z; 121.0509) 과 HP-0921 
(m/z; 922.0097) 의 m/z 값들을 통해 동일한 MS 스펙트럼에 포함된 
이온들의 질량 (m)과 전하 (z)의 비 (m/z)값이 실시간으로 자동 
보정되었다. MS 스펙트럼의 수집 범위는 50-1500 였고 MS/MS 
분석은 다섯 종류의 서로 다른 단편화 에너지 (fragmentation 





2. 6. LC-MS데이터 처리 
 
HPLC-ESI-QTOF-MS 를 통해 획득한 원 자료 (raw data)를 
mzData 형식으로 출력 후 이를 오픈 소스 LC-MS 데이터 처리 
소프트웨어인 MZmine 2.10 (23)에 입력한 뒤 온라인 사용 지침서에 
나타난 대로 (http://mzmine.sourceforege.net) peak detection, 
chromatographic deconvolution, isotopic-peak grouping, gap 
filtering, peak-list alignment 의 과정들을 통하여 m/z 값, 머무름 시간 
(retention time, RT), 피크 면적 (peak area)로 구성된 피크 테이블을 
출력하였다. 이후 지질 관련 피크의 구조 규명을 수행하였으며 이 
과정은 ‘3.1’ 부분에 상세히 기록하였다.  
출력된 피크 테이블 상의 피크 면적은 BAL 회수율 (회수량/주입량)을 
통하여 표준화 (normalization)하였으며 (24) 구조 분석을 통해 규명 
된 지질들은 해당 클래스 별 IS 피크로 normalization 하였다. IS 로 
normalization 된 피크 면적값 (Individual quantity)을 통해 각 지질의 
클래스 내에서의 구성비 (class composition)를 계산한 후 individual 
quantity 와 class composition 의 각 테이블을 CSV 형식으로 전환하여 
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst)에 
업로드 한 뒤 지침서에 따라 다음과 같이 처리하였다 (25, 26). 우선 
결측값이 전체 구성의 20% 이상인 변수들을 제거한 후 그 외의 결측값 
들은 데이터세트 내에서 최소값의 절반에 해당되는 값으로 대체하였다. 
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이후 각 변수들을 로그 변환 후, 평균중심화 (mean-centering)한 뒤 
표준편차 (standard deviation)값으로 나누었고 이 값을 이용하여 
통계분석을 수행하였다. 
 
2. 7. 통계분석 
 
2. 7. 1. Univariate 와 multivariate 분석 
 
MetaboAnalyst 를 사용하여 모든 단변량 (univariate)및 다변량 
(multivariate)분석을 수행하였다 (25, 26). 세 실험군 (SBA, NSBA, 
NC) 간 lipid 의 차이는 Kruskal-Wallis test 를 통하여, 그리고 두 
실험군 간 차이가 lipid 의 차이는 Wilcoxon rank sum test 를 통해 
규명하였다. 분석 결과 p value 값이 0.05 미만 이면서 false discovery 
rate(FDR) 값이 0.1 미만인 변수들은 유의성이 있다고 판단하였다.   
또한 실험군 들을 효과적으로 구분하는 데 최적화된 지질 종들을 찾기 
위하여 부분 최소 자승 판별 분석 (Partial Least Square Discriminant 
Analysis, PLS-DA)을 수행하였다 (25, 26). PLS-DA 과정 중 모델의 
교차검증 (cross validation)과정을 거쳐 판별 모델을 확립 하였으며 
확립된 모델의 질 (quality)을 cross validation 결과로 얻어진 Q2 값과 
R2 값을 통하여 검증하였고 이때 Q2 값을 기준으로 그룹 간 구분을 
위하여 사용되는 요소의 최적화된 개수를 결정하였다. 또한 확립된 
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모델의 과대적합 (over-fitting)경향성을 그룹 간 예측 정확도 
(predictive accuracy)와 분리 거리 (separation distance, B/W)값을 
이용한 순열검정법 (permutation test)을 통해 검증하였다. 
Permutation test 결과 p value 값이 0.05 미만인 모델의 경우 over-
fitting 경향성이 없으며 최적화 된 모델이라 간주하였다. 한편 PLS-
DA 모델을 확립하는 과정에서 계산된 각 변수들의 영사 내 변수 중요도 
(variable importance in the projection, VIP)점수 (score)를 출력 
하였다. VIP score 가 높은 변수는 그룹 간의 신뢰도 높은 분리능력이 
있음을 의미한다. 본 연구에서는 이전에 수행된 유사 연구들을 참조하여 
VIP 점수가 1 이상인 변수를 중요하다고 판단하였다 (27, 28).  
 
2. 7. 2. ROC 곡선 시험 
 
단변량 통계분석 결과에서 유의성이 있으면서 다변량 통계분석 
결과에서 또한 중요하다고 판단된 변수들 (p-value < 0.05, FDR < 0.1, 
VIP >1)을 대상으로 실험 군 간 구분 능력을 측정 하기 위하여 랜덤 
포레스트 (Random Forest)알고리즘을 기반으로 하는 온라인 수신기 
조작기 특성 (receiver operator characteristic, ROC)곡선 시험기 
(http://www.roccet.ca/ROCCET) 를 통해 ROC 곡선의 면적 (area 
under the ROC curve, AUROC)을 계산하였다. AUROC 와 이 값의 
신뢰구간 (confidence interval, CI)은 몬테카를로 교차분석 (Monte 
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Carlo cross validation, MCCV)의 100 회 반복을 통하여 계산 되었다. 
0.9 에서 1.0 사이의 AUROC 값은 그룹 간에 뛰어난 (excellent) 구분 
능력을 지닌다고 해석 되었다 (29). 한편 확립된 ROC 곡선의 over-
fitting 경향성을 검증하기 위하여 1000 회 반복에 걸친 permutation 
test 를 수행 하였다. Permutation test 결과 p-value 값이 0.05 
미만인 경우 ROC 곡선의 over-fitting 경향성이 없으며 이 곡선은 
최적화 되었다고 판단하였다 (29).  
 
2. 7. 3. Spearman’s rank correlation test 
 
BALF 내 염증 세포들과 바이오 마커 후보들 간의 상관 관계 
(correlation)를 밝히기 위하여 SPSS (version 20.0, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 사용하여 스피어맨 순위 상관 분석 
(Spearman’s rank correlation test)을 수행하였다. p-value 값이 
0.05 미만인 경우 유의성 있는 상관 관계를 보인다고 판단하였다.  
 
2. 8. Lipid 구조 규명 
 
BALF 시료의 HPLC-ESI-QTOFMS 분석을 통하여 획득한 MS 
스펙트럼 및 다양한 fragmentation energy 들 (10, 20, 30, 40, 50 
eV)을 통해 얻은 MS/MS 스펙트럼을 internal spectral library 및 
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온라인 상용 소프트웨어인 SimLipid 버전 3.0 (PremierBiosoft 
International, Palo Alto, CA, USA)의 database 와 비교하여 BALF 내 
지질의 구조 규명을 수행하였다.  
 
2. 9. Lipid 구조 표기 
 
각 lipid species 의 구조는 규명된 정도에 따라 다음과 같이 표기 
하였다. A) lipid species 의 특정 class 와 그에 결합된 FA 이 해당 조각 
이온 (fragment ion) 들을 통하여 규명되었지만 FA 의 구조화학적 위치 
(stereochemical position, sn-1, sn-2) 를 나타낼 수 없는 경우 ‘PC 
(16:0-16:1)’ 과 같이 ‘lipid class (FA 의 탄소 개수: 첫 번째 
FA 의 이중결합 개수 – 나머지 FA 의 탄소 개수:나머지 FA 의 이중결합 
개수)’로 표기 하였다. B) lipid species 를 구성하는 FA 의 종류가 
동일하여 stereochemical position 을 표기할 수 있는 경우 ‘PC 
(16:1/16:1)’와 같이 ‘/’ 를 사용 하였다. C) lipid class 와 이를 
구성하는 FA 들의 총 탄소 개수 및 이중 결합 수가 규명되었지만 
각각의 FA 들을 나타내는 조각 이온 (fragment ion) 들을 MS/MS 
스펙트럼 상에서 발견하지 못한 경우와 동일한 RT 에서 ‘동일한 
class 에 속하며 동일한 parent ion 의 m/z 값을 지님에도 서로 다른 
FA 조합으로 구성된 isobaric 관계의 lipid species’가 검출된 경우 PC 
(32:0)와 같이 ‘lipid class (FA 들의 총 탄소 개수:FA 들의 총 
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이중결합 개수)’로 표기 하였다. D) lipid class 및 FA 구성이 
동일하지만 FA 의 stereochemical position (sn-1, sn-2 position)의 
차이에 의하여 각기 다른 RT 에서 검출 된 isobaric 관계의 lipid 
species 는 혼란을 피하기 위하여 LPC (18:2a)와 LPC(18:2b)같이 






3. 결과 및 고찰 
 
3. 1. Lipid 구조 규명 
 
본 연구는 LPC, PC, PG, PS, TG, SM 의 6 종 lipid class 를 대상으로 
이에 속한 lipid species 의 profiling 법을 개발 하고자 하였다. 이를 
위한 lipid 구조 규명을 Figure 1 에 표기한 과정에 따라 수행하였다.  
 
3. 1. 1. Internal spectral library  
 
각 class 별 lipid species 인 LPC (17:0), PC (17:0/17:0), PG 
(17:0/17:0), PS (17:0/17:0), TG (17:0/17:0/17:0), SM 
(d18:1/24:1)에 해당하는 표준품 (authentic standard) 분석을 통해 
미리 internal spectral library 를 확립하여 본 연구의 분석 시스템 
상에서 lipid class 별 어미 이온 (parent ion)의 주 이온화 형태 
(major ionization form)및 이들의 구조 특이적 fragment ion 들을 
정의하였다. MS 스펙트럼 상에서 LPC, PC, PS, SM 의 major ionization 
form 은 [M+H]+ 였고 PG 의 경우 [M+Na]+ 였으며 TG 의 경우 
[M+NH4]
+ 였다. (Table 1).  
또한 단계별 fragmentation energy 들 (10, 20, 30, 40, 50 eV)에서 
획득한 MS/MS 스펙트럼 상에서 규명된 lipid class 별 특정한 fragment 
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ion 들은 다음과 같았다. 우선 LPC, PC, SM 들의 경우 이들 모두에 
포함된 공통적 head group 인 phosphocholine 에 해당하는 184.07 
m/z 의 [HG+H]+ fragment ion 을 생성하였다 (Figure 2, 3, 6). PG 의 
경우   head group 인 phosphoglycerol 에 해당하는 195.00 m/z 의 
[HG+Na]+ fragment ion 을 생성하였다 (Figure 4). PS 의 경우 parent 
ion 으로부터 head group (185 m/z)이 떨어져 나간 [M-NL+H]+ 
fragment ion 을 생성 하였다 (Figure 5). TG 의 경우 TG 에 포함된 세 
지방산 잔기 중 한 지방산 잔기가 떨어져 나간 [M-FA]+ fragment 
ion 을 생성 하였다 (Figure 7). 
Lipid class 와 관련된 구조규명이 효과적으로 진행되었음에도 
불구하고 PC, PG, PS, SM 의 경우 FA 와 연관된 fragment ion 들의 
이온 세기가 낮았기 때문에 검출된 모든 lipid species 의 FA 구조를 
규명하기에는 한계가 있었다 (Figure 3~6). Fragment ion 의 이온 
세기가 너무 낮은 경우 MS 피크의 해상도 (resolution)가 떨어지며 
계산된 m/z 값의 정확도가 흔들리는 현상이 관찰 되었고 이는 정확한 
구조 규명을 저해하는 요인으로 작용하였다. 따라서 lipid 를 구성하는 
FA 구조를 보다 효과적으로 규명하기 위하여 단계별 fragmentation 
energy 들 (10, 20, 30, 40, 50 eV)을 상에서 MS/MS 스펙트럼을 
획득하였다. BALF 에서 규명한 다양한 lipid species 별로 fragment 
ion 들의 fragment energy 별 이온 강도가 다양하였기 때문에 모든 
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fragmentation energy 에서 획득한 fragment ion 들 중 이온 강도가 
가장 높게 나타난 fragment ion 의 m/z 값 들이 주로 구조 규명에 사용 
되었다 (Figure 8 ~ 13). 예를 들어 Figure 9 에서 보여진 것 과 같이 
두 16:0-FA 로 구성된 PC (16:0/16:0)의 경우 [M+H]+ 은 10 
eV 에서, [M-FA+H]+와 [HG+H]+은 30 eV 에서, 그리고 [FA]+ 은 
40 eV 에서 가장 큰 이온 강도를 나타내었고 이들에 해당되는 m/z 값을 
통해 구조 규명을 수행하였다. LPC, PG, PS, SM 의 경우 Figure 8, 
10~12 에서 예시된 것과 같이 유사한 구조 규명 방식이 적용되었다. 
한편 본 연구에서 수행된 HPLC-ESI-QTOFMS 시스템을 통해 분석된 
BALF lipid 들 중 TG 의 경우 두 종 이상의 isobaric 관계에 있는 
TG 들이 동일한 RT 에서 동시에 검출 되었다. 예를 들면 Figure 13 과 
같이 [M-14:0]+, [M-15:0]+, [M-16:0]+, [M-18:0]+ 에 각각 
해당되는 네 가지 종류의 [M-FA]+ 이온들이 동일한 RT 에서 
검출되었고, 동일한 parent ion 의 정확한 m/z 값과 더불어 이들은 TG 
(15:0-15:0-18:0), TG (16:0-16:0-16:0), TG (14:0-16:0-
18:0)의 3 가지 isobaric TG 조합으로 규명 되었다. 이러한 경우, 각 
물질들의 상대적인 존재비가 불확실했기 때문에 TG (48:0)과 같이 
‘lipid class (FA 들의 탄소개수 총 합:FA 들의 이중결합 수 총 
합)’으로 표기 하였다. PC, PG, PS, 들과 SM 중 FA 와 연관된 
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fragment ion 들이 모든 fragmentation energy 에서 검출되지 않은 





Figure 1. Lipid identification procedure 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-






1. Development of Internal spectral 
library with authentic standards
(LPC, PC, PG, PS, TG, SM)
- Major ionization form
- Class specific information and fatty 
acid  moiety information at a range 
of collision energy (10~50 eV)
3. MS/MS spectrum 
of BALF lipid extract 
(10 ~ 50 eV)
Identification with SUM of the 3 
information criteria
1) Filtration with accuracy of precursor 
and fragment ions
2) Class identification with class 
specific adduct ion, fragment ion, 
and retention time 
3) FA identification
2. Parameter setting for High 
throughput identification (SimLipid)
- Precursor < ∆0.01 m/z
- Fragments < ∆ 0.05 m/z
- Adduct ion selection (H+, Na+, NH4+)







Table 1. A List of the authentic lipid standards and related adduct ion 
forms.  
 
The six lipid standard classes and major ionization form are shown. 
(IS, internal standard; RT, retention time; N.D., Not detected) Ref. 
Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-







[M+H] + [M+Na] + [M+NH4]
+
LPC (17:0) Major Minor N.D. 8.4 IS and Spectral library
PC (17:0/17:0) Major Minor N.D. 17.7 IS and Spectral library
PG (17:0/17:0) N.D. Major N.D. 16.7 IS and Spectral library
PS (17:0/17:0) Major Minor N.D. 16.6 IS and Spectral library
TG (17:0/17:0/17:0) N.D. Minor Major 26.7 IS and Spectral library




Figure 2. Internal spectral library spectra of LPC (17:0) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-



































Figure 3. Internal spectral library spectra of PC (17:0/17:0) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 4. Internal spectral library spectra of PG (17:0/17:0) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 5. Internal spectral library spectra of PS (17:0/17:0) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-







































Figure 6. Internal spectral library spectra of SM (d18:1/24:1) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 7. Internal spectral library spectra of TG (17:0/17:0/17:0) 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 8. MS/MS spectrum of LPC (18:2) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 9. MS/MS spectrum of PC (16:0/16:0) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-






































Figure 10. MS/MS spectrum of PG (16:0-18:2) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 11. MS/MS spectrum of PS (18:0-18:1) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-







































Figure 12. MS/MS spectrum of SM (d18:1/24:1) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-
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Figure 13. MS/MS spectrum of TG (48:0) in BALF 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-










182.5152 740.2886344.9272 402.8214 677.6302250.2952 491.6718
551.5080
824.6052221.2157 345.1306 631.6269 736.8757441.2373
537.4739239.2371 313.2757 741.2680416.2844 800.7227633.2359
Mass-to-Charge (m/z)
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800








































3. 1. 2. Online database 기반 high throughput 지질 구조 규명 
 
한 번의 HPLC-ESI-QTOF-MS 분석과정 시 얻어지는 MS/MS 
스펙트럼은 수 천 개였다. 따라서 각각의 스펙트럼으로부터 lipid 
species 의 구조 규명을 수동으로 진행하기 위해서는 엄청난 시간이 
소요될 것이기 때문에 본 연구에서는 상용화 된 lipid 구조규명 
소프트웨어인 SimLipid 를 구조규명 과정에 적용하였다. 이 
소프트웨어에 포함된 ‘high throughput lipid search, HTP’기능은 
온라인 데이터베이스를 기반으로 실제 MS 및 MS/MS 스펙트럼을 
자동으로 비교해 주었고 또한 1000 개의 MS/MS 스펙트럼에 해당하는 
lipid 의 구조 규명 결과를 수 분 안으로 출력할 수 있었다. 반면 결과를 
분석하는 과정에서 종종 긍정오류 (false positive)가 발생하였기 때문에 
본 연구에서는 HTP 를 수행하기 전 미리 확립해 놓은 internal spectral 
library 를 기반으로 적절한 HTP 파라미터들을 다음과 같이 설정 
하였다. 우선 구조 규명 시 parent ion 및 fragment ion 들에 해당하는 
m/z 의 실측값 (experimental value)과 이론값 (theoretical value)의 
오차 허용 범위를 각각 0.01 Da 미만, 0.05 Da 미만으로 설정하였다. 
또한 LPC, PC, PS, SM 의 parent ion 의 ionization form 을 [M+H]+로, 
PG 의 parent ion 의 ionization form 을 [M+Na]+로, TG 의 parent 
ion 의 ionization form 을 [M+NH4]
+로 제한 하였다.  
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이를 통해 본 연구에서는 BALF 에서 추출한 지질들 중 LPC, PC, PG, 
PS, SM, TG 에 포함되는 69 종의 지질들 규명 하였다. 비록 이전 
연구에서 HPLC 와 결합한 이온트랩 질량분석기 (ion trap-mass 
spectrometry) 를 사용하여 제한된 수의 PC, PG, LPC 들을 BALF 에서 
분석한 사례가 있었지만 (21), 우리가 아는 한 본 연구에서 개발한 
분석법은 최초로 BALF 에 존재하는 지질들 중 lysophospholipid 에 
속한 LPC, glycerophospholipid 류에 속한 PC, PG, PS, sphingolipid 
류에 속한 SM, neutral lipid 류에 속한 TG 의 정성 및 정량적 
profiling 을 한번의 분석으로 가능하게 하였다.   
 
3. 2. Individual quantity scale 을 이용한 천식 모델 실험 군 간 
lipid species 의 차이 발굴 
 
이전 연구들에서 chromatography 기법을 이용한 사전 분리 없이 
ESI-MS 를 사용하여 BALF 내 PC 와 PG 를 분석하였고, 이들은 class 
composition scale 을 통해 정상군과 천식 환자 군들을 비교하였다 (15, 
30). 이를 통해 PC (16:0/16:0), PC (16:0-16:1), PC (16:0-18:1) 
및 PG (16:0-18:1), PG (18:0-18:1), PG (18:1/18:1)가 각각 
정상인들의 BALF 내 PC 와 PG 의 주된 비율을 차지하며, 이 비율들이 
천식 환자들과 유의적 차이가 없음을 확인할 수 있었다. 본 연구에서 
개발한 HPLC-ESI-QTOF-MS 기반 lipid profile 은 이와 유사한 
35 
 
패턴을 나타내었다. 정상 군 (NC)에서 BALF 전체 PC 및 PG 의 class 
composition 에서 각각 큰 구성비를 차지하는 lipid species 들이 
이전에 보고된 연구 결과들과 일치하였고 (Figure 14, 붉은 화살표) 
이들은 천식환자 군 (NSBA, SBA)과 유의적 차이를 보이지 않았다. 
게다가 나머지 lipid species 의 class composition 값들 또한 실험 군 
들 간에 유의적 차이를 나타내지 않았다. 
반면 이와는 대조적으로 광범위한 lipid species 의 individual 
quantity 값들이 천식 모델 실험 군 간 유의성 있는 차이를 나타내었다. 
Table 3 에 표기된 바와 같이 Kruskal-Wallis test 결과 전체 lipid 
species (69 종) 중 과반 수 이상의 lipid species (45 종) 가 NSBA, 
NC, SBA 그룹 간에 유의적 차이를 나타내었다. 또한 Wilcoxon rank 
sum test 결과 LPC, PC, PG, PS, SM, TG 에 속한 40 종의 lipid 
species 가 NC 와 NSBA 간에 유의적 차이를 나타내었고, PC, PG, PS, 
SM, TG 에 속한 29 종의 lipid species 가 SBA 와 NSBA 간에 유의적 
차이를 나타내었다. 한편 SBA 와 NC 군 간의 유의적 차이는 발견되지 
않았다.  
이와 같이 본 연구에서 획득한 lipid profile 결과는 class 
composition 이 아닌 individual quantity 값을 통해 최초로 천식환자와 









Figure 14. Lipid species compositions belonged to corresponding 
lipid classes of PC, PG in BALF from normal control Red arrows 
indicate large abundant lipid species of PC and PG. Ref. Kang YP, et 
al. (2014) Novel Approach for Analysis of Bronchoalveolar Lavage 
Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-Based Lipidomics: Lipid 
Levels in Asthmatics and Corticosteroid-Treated Asthmatic 
























































































































































































































































































































































Table 2. The number of significant difference among the NC, NSBA 
and SBA groups 
 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-













NSBA vs. SBA vs. NC N=45 (LPC, PC, PG, PS, SM and TG) N=0
Wilcoxon rank sum test
NSBA vs. NC N=40 (LPC, PC, PG, PS, SM and TG) N=0
NSBA vs. SBA N=29 (PC, PG, PS, SM and TG) N=0
SBA vs. NC N=0 N=0
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3. 3. 천식환자의 비정상적 BALF lipid profile 과 이에 대한 
inhaled corticosteroid 치료의 회복 효과 
 
정상군에 비하여 LPC, PC, PG, PS, SM, TG 에 각각 속해있는 다양한 
종류의 lipid 들이 NSBA 에서 비정상적으로 증가되어 있었다 (Figure 
15A). 이들 중 LPC 에 대하여 이전부터 천식의 병인에 관련하여 
다양한 연구가 진행되었다. LPC 는 정상인에 비하여 천식 환자들의 
BALF 에서 증가되어 있으며 (11, 13) 백혈구 (leukocyte) 를 매개로 
하는 염증 반응을 촉진하여 기관지의 β 수용체 (receptor) 를 
둔감하게 만들고 (31, 32) eosinophil 의 침윤과 기관지 저항성을 
증가시킨다고 알려져 있다 (14). 반면 나머지 lipid class 의 경우 
정상인 비하여 천식환자의 BALF 에서 유의적 차이를 나타낸 보고가 
없었으며 천식의 병인 관련 기전에 대한 역할 또한 알려져 있지 않았다. 
Lipid 는 pulmonary surfactant 의 매우 중요한 구성물질이기 때문에 
(33) 본 연구결과를 통해 새롭게 규명된 천식 환자 BALF lipid 의 
광범위한 증가는 호흡기계 lipid 변화와 천식의 병태생리간의 관계를 
밝히기 위한 추가 연구의 필요성을 제시하였다. 
Inhaled corticosteroid 는 천식 조절을 위한 가장 효과적인 약 중 
하나로,  기관지 상피세포 (airway epithelial cells) 의 염증 유발 
유전자의 발현을 억제시키고 eosinophil, macrophage, T 임파구 
(lymphocyte) 와 같은 특정 염증 세포들의 기관지 점막 침윤을 막아 
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강력한 항 염증 효과를 나타낸다 (34, 35). Inhaled corticosteroid 
치료를 수행한 SBA 군과 치료가 진행되지 않은 NSBA 군 간의 비교 
분석 결과 PC, PG, PS, SM, TG 에 속한 29 종의 lipid species 는 모두 
NSBA 에서 증가되어 있었으며 (Figure 15B) 이들 중 대부분이 (23 종) 
NC 군에 비하여 NSBA 에서 증가되어 있던 것들이었다 (Figure 15C). 
따라서 이 결과는 비정상적으로 증가된 NSBA 의 BALF lipid species 
중 일부가 inhaled corticosteroid 치료로 인하여 정상과 유사한 수치로 






Figure 15. Pattern of significantly different lipids among the NSBA, 
SBA and NC groups The auto-scaled intensities (mean-centered 
and divided by the standard deviation of each variable) of the 
differentially expressed lipid species for the comparisons of (A) 
NSBA vs. NC, (B) NSBA vs. SBA, and (C) NSBA vs. SBA vs. NC 
are displayed in box and whiskers plot. (LPC; 
Lysophosphatidylcholine, PC; Phosphatidylcholine, PG; 
Phosphatidylglycerol, PS; Phosphatidylserine, SM; Sphingomyelin, 
TG; Triglyceride) Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for 
Analysis of Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-
QTOF-MS-Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3. 4. 천식환자의 비정상적 BALF lipid profile 의 biomarker 개발 
가능성 확인 
 
3. 4. 1. PLS-DA 
 
Univariate analysis (Kruskal-Wallis test, Wilcoxon rank sum tes) 
를 통한 유의성 검정과 별도로 본 연구에서는 천식환자에서 
비정상적으로 증가한 BALF lipid species 가 천식환자의 biomarker 로 
사용될 가능성이 있는지 여부를 확인 하기 위하여 multivariate 
analysis 의 일종인 PLS-DA 를 통해 세 실험 군을 분명하게 구분할 
수 있는 lipid species 를 추가로 결정하였다. PLS-DA 모델의 성능 
(performance) 및 over-fitting 경향성은 각각 cross-validation 및 
permutation test 를 통해 결정하였다. 지질들의 individual quantity 
scale 및 class composition scale 을 각각 이용하여 확립된 PLS-DA 
모델 들의 cross-validation 및 permutation 결과는 Table 4 와 같았다.  
Class composition scale 을 이용한 모든 PLS-DA 모델들의 경우 
over-fitting 경향성을 나타내었으며 (p value > 0.05), 낮은 Q2 값 (-
0.016~0.013) 을 나타낸 반면 individual quantity scale 을 사용한 
PLS-DA 모델들 중 NSBA 와 NC 를 구별하기 위한 모델은 만족할만한 
모델 performance 값 (Q2 = 0.321, R2 = 0.431, accuracy = 0.85) 과 
최적화된 모델 경향성을 나타내었다 (accuracy 기반 p-value = 0.007, 
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B/W 기반 p-value = 0.006). 이 모델의 score plot 은 Figure 16 
에서 나타난 것 같이 그룹 간 분리 패턴을 나타내었다. 따라서 NSBA 
와 NC 간의 비교 모델에서 각각의 lipid species 에 그룹 간 분리에 
미친 영향에 따라 계산된 VIP score 를 추가로 출력하였고, 그 결과 
LPC, PC, PG, PS, SM, TG 에 각각 속하는 총 37 종의 lipid species 에 
대하여 그룹 간 분리에 중요한 영향력을 지닌다고 여겨지는 1 이상의 
VIP score 가 할당되었음을 확인 하였다 (Table 5).  
Kruskal-Wallis test, Wilcoxon rank sum test, PLS-DA 를 모두 
적용한 결과 총 34 종의 lipid species 가 NSBA 와 NC 간에 유의적 
차이 및 구분 능력을 모두 나타내었다 (p-value < 0.05, FDR < 0.1, 
VIP > 1). 이 lipid species 들은 3 종의 LPC, 20 종의 PC, 1 종의 PG, 
2 종의 PS, 4 종의 SM, 4 종의 TG 로 구성되어 있었으며 모두 NC 에 
비하여 NSBA 에서 증가되어 있었다 (Figure 17A). 
 
3. 4. 2. ROC 곡선 시험  
 
Univariate 및 multivariate 분석 결과 획득한 34 종의 lipid species 
가 천식 환자 특이적 biomarker 로 개발될 수 있는지 여부는 ROC 곡선 
시험을 통해 검증 되었다. 그 결과 Figure 17C 와 같이 34 종의 lipid 
species 를 사용하여 확립된 ROC 곡선은 1000 회 반복의 permutation 
test 결과를 통해 over-fitting 되지 않았음이 검증 되었으며 (p value 
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= 0.004), 0.903 (95% CI; 0.673 – 1) 의 높은 AUROC 값을 통해 이 
lipid species 들이 NC 와 NSBA 간의 excellent 한 구분 능력이 있음을 
판단할 수 있었다 (Figure 17B). 결국 NSBA 에서 증가한 34 종의 
BALF lipid species 는 천식 환자에 특이적인 biomarker 의 가능성이 









Table 3. PLS-DA results of the cross validation and permutation 
tests among the NSBA, SBA and NC groups 
 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-





Cross-validation Permutation test (p value)
Accuracy R2 Q2 Accuracy B/W
Individual quantity 
(Normalized by I.S)
NSBA vs NC 0.85 0.431 0.321 0.007* 0.006*
NSBA vs SBA 0.75 0.288 0.097 0.117 0.112
SBA vs NC 0.673 0.138 -0.102 0.951 0.952
Class composition 
(Mole percentage)
NSBA vs NC 0.75 0.319 0.013 0.309 0.228
NSBA vs SBA 0.706 0.854 -0.105 0.373 0.329






Table 4. VIP scores of lipid species from PLS-DA results for the 
discrimination of NSBA and NC  
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-




Lipid species VIP Lipid species VIP Lipid species VIP Lipid species VIP
PC(34:1a) 1.5696 PC(31:1) 1.1687 PC(O-36:2) 0.89852 SM(d36:1) 0.60214
PC(29:0) 1.5368 PC(36:2) 1.1481 TG(46:1) 0.84109 PG(18:1/18:1) 0.55047
PC(15:0-16:0) 1.4556 PC(36:0) 1.1474 SM(d38:1) 0.8401 SM(d18:1/24:1) 0.53083
TG(52:4) 1.3765 PC(14:0-16:0a) 1.1338 PC(30:1) 0.83868 TG(49:1) 0.52229
SM(d34:0) 1.3616 PC(32:0a) 1.1332 PC(38:0) 0.83396 TG(48:0) 0.34278
TG(52:1) 1.3262 SM(d42:1) 1.1213 LPC(18:2a) 0.79006 PC(16:0-20:4) 0.32187
PC(32:0b) 1.2894 PC(35:1) 1.1098 PG(18:0-18:1) 0.76505 PC(36:3b) 0.2857
LPC(20:3) 1.2708 LPC(22:6) 1.1047 PC(36:3a) 0.76422 PC(34:0b) 0.049532
SM(d40:1) 1.2632 PS(36:1) 1.0919 SM(d41:1) 0.72622 PC(34:0a) 0.035877
PC(34:3) 1.2607 PC(30:0) 1.083 TG(47:1) 0.72349
PG(16:0-16:0) 1.2575 PC(14:0-16:0b) 1.0611 PG(16:0-18:1) 0.71724
TG(50:0) 1.2442 PC(38:2) 1.0499 PC(32:0c) 0.71558
LPC(18:2b) 1.236 PC(16:0-16:1) 1.0235 PC(16:0/16:0) 0.7086
SM(d34:2) 1.2315 PS(18:1/18:1) 1.0164 PC(36:5) 0.69617
PC(34:1c) 1.2314 PC(38:3) 1.0101 PC(34:4) 0.68863
TG(48:1) 1.2158 PC(16:0-18:2) 1.0078 PC(O-32:0) 0.6471
PC(38:6) 1.1958 PC(16:0-17:0) 1.0062 SM(d42:2) 0.64198
PC(35:4) 1.1911 PC(16:0-18:1) 0.97489 PC(O-38:4) 0.63433
PC(31:0) 1.1897 TG(48:2) 0.96566 PC(34:1b) 0.62292






Figure 16. Score plot of PLS-DA for comparison of the NSBA and 
NC groups 
Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel Approach for Analysis of 
Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-
Based Lipidomics: Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-






Figure 17. Receiver operating characteristic (ROC) curve and BALF 
lipid biomarker candidates for the discrimination of the NSBA and NC 
groups The discriminative and significantly different lipid species 
between the NSBA and NC groups (p-value < 0.05, FDR < 0.1, and 
VIP > 1) are displayed in a box and whisker plot (A). Additionally, 
the ROC curve results of the significant lipid species (B) and the 
1000-iteration permutation results (C) are displayed. Ref. Kang YP, 
et al. (2014) Novel Approach for Analysis of Bronchoalveolar 
Lavage Fluid (BALF) Using HPLC-QTOF-MS-Based Lipidomics: 
Lipid Levels in Asthmatics and Corticosteroid-Treated Asthmatic 
Patients. Journal of proteome research 13(9):3919-3929. 





































































































































































































































































3. 5. BALF inflammatory cell 과 BALF lipid biomarker 
candidate간의 상관관계 
 
BALF 내 inflammatory cell 들 중 eosinophil 은 천식의 병태생리와 
관련하여 기관지 상피 손상과 염증의 악화를 야기시킨다고 알려져 
있으며 (36, 37) 이는 NSBA 에서 NC 군에 비하여 유의성 있게 
증가되어 있었다. 반면 macrophage 는 NSBA 에서 NC 에 비하여 
유의성 있게 감소되어 있었다. 본 연구에서는 천식환자에서 비정상적 
BALF lipid 가 증가한 원인을 밝히기 위한 노력의 일환으로 lipidomics 
접근법을 통한 BALF lipid biomarker candidate 와 천식환자에서 
유의성 있게 증감했던 BALF 내 inflammatory cell 인 eosinophil 및 
macrophage 간의 연관성을 각각 correlation analysis 를 통해 측정 
하였다. 
Spearman’s rank correlation 분석 결과 Figure 18A 에 나타난 것 
처럼 biomarker candidate 들 중 NC 의  eosinophil 은 PC (31:0) 
과만 유의적 양의 상관관계를 나타내었던 반면 NSBA 군의 
eosinophil 은 PC (31:0) 이외에 PC (16:0-18:2), PC (38:2), PC 
(32:0a)과 같이 다양한 PC 들 과 강한 양의 유의적 상관관계를 
나타내었다. 이전 연구들에서 천식환자에서 존재하는 많은 수의 
활성화된 eosinophil 이 alveolar type II cell 의 PC 분비를 촉진 
시킴이 증명되었고 (38-40), 이는 NSBA 군에서 PC 와 eosinophil 
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간의 상관성이 강하게 나타난 원인으로 작용할 수 있을 것이라 
예상되었다. 또한 NC 와 다르게 NSBA 의 eosinophil 은 SM (d34:0) 
과 양의 유의적 상관관계를 나타내었다. 비록 SM 과 eosinophil 간의 
직접적인 상호 증가 관련 메커니즘을 찾기는 어려웠지만, 몇몇 연구들을 
통해 SM 이 생체 내 대사과정을 기반으로 eosinophil 의 증가에 기여할 
수 있음을 확인하였다. SM 은 스핑고미엘리나제 (sphingomyelinase, 
SMase) 에 의하여 가수분해되어 세라미드 (ceramide, Cer) 를 
생성하며 Cer 는 다시 세라미다제 (ceramidase) 와 스핑고신 키나제 
(sphingosine-kinase) 에 의하여 스핑고신 (sphingosine) 과 
스핑고신-1-인산 (sphingosine-1-phosphate, S1P) 으로 변환된다 
(41). SM 과 SMase 가 천식 환자의 적혈구 (erythrocyte) 세포막에서 
모두 증가되어 있다는 연구 결과는 천식 환자에서 SM 으로부터 
ceramide 의 생성이 촉진될 수 있음을 나타내었다 (42). 이와 관련하여 
기니피크 (guinea pig) 천식 모델 연구는 오브알부민 (ovalbumin) 에 
노출된 guinea pig 의 기관지 상피 내에서 Cer 가 증가되었으며 이는 
기침 (cough)을 증가시키고 호흡곤란 (dyspnea)의 잠재기를 
감소시킴과 같이 기관지 이상과 밀접한 관계에 있다고 알려져 있다 
(43). Cer 는 그 자체로 비만세포 (mast cell)의 과립탈실 
(degranulation) 과 eosinophil 의 침윤 같은 폐의 염증반응을 
매개한다고 알려져 있을 뿐 아니라 Cer 의 대사 산물인 S1P 는 또한 
50 
 
천식 환자의 BALF 에서 증가되어 있으면서 기관지 과민 및 
remodeling 에 연관되어 있고 eosinophil 들을 불러들이는 화학주성 
(chemotactic) 신호의 역할을 나타낸 다고 알려져 있다 (43-46).  
이와는 대조적으로 macrophage 퍼센트는 NC 군에서만 PS 
(18:1/18:1) 과 강한 양의 상관관계를 나타내었다 (correlation 
coefficient = 0.720, p-value < 0.01) (Figure 18B). 일반적으로 
PS 는 세포의 원형질 막 (plasma membrane) 을 이루는 지질 2 중층 
(lipid bilayer)의 내부 소엽 (inner leaflet) 쪽에 비대칭적으로 
분포하고 있다가 세포 사멸 (apoptosis) 시 외부로 발현되지만 
macrophage 는 세포사멸이 진행되지 않은 (non-apoptotic) 상태일 
때에도 PS 를 표면에 발현시켜 식세포 작용 (phagocytosis) 을 통해 
세포사멸이 진행되는 (apoptotic) 세포들을 제거한다고 알려져 있다 
(47). 이를 통해 NC 에서 나타난 PS 와 macrophage 간의 강한 
상관성은 macrophage 특이적인 PS 발현에 의한 것이라 예상할 수 
있었다. 반면 NSBA 에서 macrophage 퍼센트는 PS (18:1/18:1)와 
상관성이 없었으며 PS (18:1/18:1)은 NSBA 군에서 특이적으로 
증가되어 있었다. 따라서 이는 NSBA 의 BALF 내 PS 증가가 
macrophage 가 아닌 천식 환자의 호흡기계 내에서 증가되어 있는 
apoptotic epithelial cell 들 증가로 인한 세포 외벽으로의 PS 발현 
증가와 같은 (47, 48) 요인들로 인한 것이라 생각할 수 있었다.  
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종합하여 이 결과는 증가된 lipid biomarker candidate 들이 천식의 






Figure 18. Spearman’s correlation test between lipid biomarker 
candidates and inflammatory cells In bar graph, Spearman’s 
correlation coefficient between lipid biomarker candidates and 
inflammatory cells such as eosinophils (A) and macrophage (B) in 
NSBA (red) and NC (blue) are displayed. (Significance: p-value < 
0.05; *, p-value < 0.01; **). Ref. Kang YP, et al. (2014) Novel 
Approach for Analysis of Bronchoalveolar Lavage Fluid (BALF) 
Using HPLC-QTOF-MS-Based Lipidomics: Lipid Levels in 
Asthmatics and Corticosteroid-Treated Asthmatic Patients. Journal 






















































































































4. 결    론 
 
HPLC-ESI-QTOF-MS, internal spectral library, high-throughput 
lipid 구조 규명 소프트웨어를 종합하여 개발된 효과적 BALF lipid 
profiling 분석법은 실제 천식 모델의 BALF 분석에 적용되어 lipid 
species 의 composition scale 이 아닌 individual quantity scale 이 
치료가 수행되기 전 천식환자들 (NSBA) 과 정상인들 (NC) 간의 
차이를 더욱 잘 나타낼 수 있음을 밝힘과 동시에 천식의 특이적인 
호흡기계 lipid 증가 패턴 및 이에 대한 inhaled corticosteroid 의 치료 
효과를 규명하였다. 또한 NC 에 비하여 NSBA 에서 증가된 지질들 중 
LPC, PC, PG, PS, SM, TG 에 각각 포함된 34 종의 지질들이 천식을 
진단하기 위한 BALF lipid biomarker 로써 개발될 가능성이 있음을 
나타내었으며 (AUROC > 0.9) 이 BALF lipid biomarker candidate 들 
중 일부와 inflammatory cell 간의 강한 상관관계를 통해 천식의 
특이적인 BALF lipid 증가 메커니즘 중 일부를 제시할 수 있었다. 이 
결과들은 천식과 지질간의 관계를 새롭게 밝히고 있으며 이 연구를 통해 
개발된 BALF lipid 분석법은 다양한 호흡기계 질환의 연구에 적용될 수 
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Lipidomics provides an in-depth understanding of various functions 
of lipids by using quantitative and qualitative analysis. Detailed and 
precise analysis of complex lipidome was limited but the recent 
development of analytic instruments has gathered interests in 
studies using lipidomics to explain the pathogenic phenotypes of 
various diseases including obesity, high blood pressure, diabetes 
and cancers by focusing on the change in lipid metabolism. However, 
direct analysis method to explore the change in the levels of lipids 
of respiratory diseases are yet to be developed. In response, our 
study focused on developing a novel method for lipid profiling of 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) to better understand the 
respiratory lipid phenotypes of asthma. BALF was acquired from 38 
asthmatic patients (18 patients with non-steroid treated bronchial 
asthma [NSBA] and 20 patients with steroid treated bronchial 
asthma [SBA]) and 13 healthy subjects. Using HPLC-QTOF-MS 
64 
 
with an internal spectral library and high-throughput lipid 
identifying software, we identified 69 lipids and which were each 
categorized under six lipid classes: lysophosphatidylcholine (LPC), 
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylglycerol (PG), 
phosphatidylserine (PS), sphingomyelin (SM) and triglyceride (TG). 
The results of this study showed significantly higher levels of lipids 
in NSBA compared to the NC and SBA groups. Also, some lipids of 
BALF can be developed as a possible biomarker for identifying 
asthmatics (AUC > 0.9), and also have positive relationships with 
eosinophils which are important for pathogenesis of asthma. Taken 
together, these novel findings revealed a relationship between the 
lipids of BALF and the phenotypes of asthma and the analytic 
method developed from this research can be used to study the 
change in lipids of various respiratory diseases. 
Keywords: lysophosphatidylcholine, phosphatidylcholine, 
phosphatidylglycerol, phosphatidylserine, sphingomyelin, 
triglyceride, bronchoalveolar lavage fluid, asthma  
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